


































































































































































































































































































S９．ｓ ◎ 7４１ 。 4２｡
cｏｍｐlｅｘ１
angIe
３８．ｓ◎ 41.ア。 S､１ 。
←seIfLligation
←ｔｒｉｍｅｒＤＮＡ
－ｄｉｍｅｒＤＮＡ
－ｍｏｎｏｍｅｒＤＮＡ懸鰯騨懸
ＦｉｇｅＬｉｇａｔｉｏｎｏｆＲｅｐ－ｂｏｕｎｄＤＲＤＮＡfragments･
TheDNAfragmentpreparedfrompBeｎｄＤＲ－１～ＤＲ－Ｓｗｉｔｈ
Ｘﾉﾌoldigestionwasblunt-endedwithcoIddATRdGTP,dTTPand
[α-32P]dCTPusingKlenowpolymeraseandincubatedwithT4DNA
IigasewithoutRｅｐ(Iane2),withRepwild(laneＳ;14Snglane4;1S5ng，
Iane5;222,9)orReplHF(laneＳ;14Sng,lane７;185,9,lanea222ng）
Thereactionmixturesweredeproteinizedandsulqjectedto
５％acrylamidegelelectrophoresisSelfとIigationDNA,ｄｉｍｅｒ
ＤＮＡ,ｔｒｉｍｅｒＤＮＡ,ｍｏｎｏｍｅ「DNAwereindicatedattherightside
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lane １２Ｓ４５ｓ７ｓ
ligation
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Ｒｅｐ
IＨＦ
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￣ ＋＋＋＋＋＋＋
l■■■■■■■U■■■■■Ｉ■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■
￣￣ ＋＋＋
＋＋＋
■■■■■■■■■■■■￣
HostceIIsノHeIperpIasmid
YK2g20
(ｌＷｍＡｈｊｍＤ）
ｐＭＩＫＳｐＡＭＯ１(rBp+）（'epﾉHF）
ＹＫ１１００
(hjmA＋h肋D+）
ｐＭ１ＫＧｐＡＭＯ１
(mep+）（'eplHF）Ｏ〃regionsofdonorpIasmids
■
＋＋
＋＋
■＋】Ｒ－１ＤＨ－ＺＵド】ｎｓ拶
］Ｒ－１ＤＲ－ＺＵｈ
）、包俣 ■■■■
lＲ－１
~】Ｒ＝１１】Ｈ=ソｌ】ｈ
】、ヨメ ＜０．０００８１．１4.4３．４
－
－コ 】Ｈ－１１】Ｈ－ＺＵ卜】ｎ月ム
3.3２７ ＜０．０００８＜０．０００８
Ｆｉｇ了OriactivityintheabsenceofIHE
SchematicstructuresofohiareshownattheleftsideThet｢ansformationefficienciesofthefirsttwopIasmids
weresummarizedf｢omthepublisheddata(4,10)andourunpublishedresults(11)Ｐ１ａｓｍｉｄＤＮＡ(30,9)was
int｢oducedintoYK1100(hjmA+/7ﾉ､､+)orYK292０(ｈｊｍＡｈ/m､)car｢yingpMlK6('即+)ｏｒｐＡＭＯ１('巴pIHF)．
Cellswereplatedonduplicateagarplatessupplementedwith30“ｇ/mlofampicillin、Theplateswereincubated
at37℃ove｢nightThedataa｢ethemeannumber(×105)oftransfo｢mantspeMgofdonorDNA
学位論文審實結果の要旨
本研究は原核細胞の中で自律複製をおこなっているプラスミドＤＮＡ分子を用い，その複製開始機
構を解明する第一歩として，複製開始領域（ori）に特異的に結合する蛋白質群がｏｒi領域に結合した
際のＤＮＡ高次構造の変化を明らかにしようとしたものである。そして，以下のような新事実を明ら
かにした。
プラスミドｐＳＣｌＯ１ゲノムがコードする複製開始蛋白質Ｒｅｐは，単量体型でｏｒi領域内の3個の反
復配列（DR）に，二量体型で逆反復配列（IR）に結合し，異なる機能を発揮する多機能蛋白質であ
るが，このRepの結合によりＤＮＡは湾曲した。特に単量体型は結合する分子数の増加に従って湾曲
は増加し，３分子結合した時は100度に達した。また，すでにＤＮＡを湾曲させることが知られている
宿主蛋白，ＩＨＦもｏｒi領域内の別の部位に結合し，約120度湾曲させるが，これら，Rep，ＩＨＦ両蛋白
質はori領域ＤＮＡの湾曲に対して協調的に働くことを見いだした。更に，両蛋白質の結合部位に介在
するＡＴ対に富むＤＮＡ配列も両蛋白質によるＤＮＡ湾曲を促進した。こうして，二種類の蛋白質と
DNA配列そのものがori領域ＤＮＡの湾曲に協調的に関わることが判明した。
次に，ＩＨＦ蛋白が欠損していてもｏｒi領域からの複製を可能にする変異Ｒｅｐ蛋白質の存在に注目し，
この変異Ｒｅｐ蛋白を初めて精製することに成功し，この変異Ｒｅｐが野`性型Ｒｅｐより強くｏｒi領域
DNAを湾曲させることを明らかにした。更に，野性型Ｒｅｐによる通常の複製には，ＤＮＡの超らせん
度を変化させるDNAgyraseの結合部位（par）と，ｏｒi領域内のＲｅｐ二量体型が結合するIＲ配列のい
ずれか一方が存在すれば充分であるのに対して，この変異Ｒｅｐ蛋白によるIHF非依存性の複製には，
両結合部位が必要であった。このことは，変異ＲｅｐはＤＮＡの高次構造を変化させるpar，ＩＲ両配列
に結合する蛋白質の助けを借りて，ＩＨＦ非依存性の複製を可能にしていることが示唆される。
以上の本研究により，複製開始領域への蛋白質の結合により，引き起こされる具体的なＤＮＡの高
次構造変化の一端が明らかにされ,ＤＮＡ複製開始複合体の形成とその調節機構の解明に一歩前進した
ものと評価され，博士論文に値すると判定した。
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